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Description 

[0001] La prdsente invention a pour objet un disposltif pour am^liorer la capture de molecules cibles et un proc^dd 
de capture utilisant ledit disposltif. 
5 [0002] 1 1 est de pratique courante d'utiliser des supports sur lesquels sont immobilises des ligands, par exemple des 

protdines, haptfenes, peptides, polypeptides, antlcorps ou polynucleotides pour capturer des molecules cibles (mole- 
cules biologtques ou analogues), dans le but de les detecter et/ou de les doser, notamment dans la realisation d'essais 
de diagnostic. 

[0003] Un des soucis majeurs dans la realisation de tels essais est d'ameibrer la capture des molecules pour aug- 

10 menter la sensibilite des tests. 

[0004] A cet 6gard, la demande de brevet WO 91/08307 decrit un systfeme dans lequel un premier oligonucleotide 
et une sonde de capture sont fixes de fagon covalente sur un polym^re soluble dans I'eau et le conjugue ainsi forme 
est, apres capture de la cible, immobilise sur un support solide par combinaison avec un second oligonucleotide qui 
est complementaire du premier, et qui a ete au prealable fixe, par covalence, sur le support solide. 

IS [0005] Le brevet US-501 3669 decrit un disposltif de capture comprenant un support solide microporeux et un con- 
jugue polymere/ligand dans lequel le polymere existe sous une forme soluble dans Teau et aussi sous une forme 
reticuiee insoluble dans I'eau. Le conjugue est depose sur le support solide, puis le polymere est reticule et transforme 
en un agregat formant une phase solide tridimensionnelle. 

[0006] La Demanderesse a maintenant trouve un nouveau disposltif et un procede d'utilisation de ce disposltif pour 
20 ameiiorer la capture de molecules cibles qui simplifient avantageusement le systeme decrit dans la demande de brevet 
precitee. 

[0007] Selon I'invention, le disposltif comprend un support solide et un conjugue immobilise sur ledit support solide, 
ledit conjugue resultant du couplage covalent d'un copolym6re avec une pluralite de molecules d'un ligand (au moins 
2 molecules de ligand), ledit conjugue etant immobilise directement sur le support solide par adsorption passive. Bien 
25 entendu, ni le ligand ni le polymere ne sont susceptibles de reagir sur le support solide avec formation d'une liaison 
covalente. 

[0008] L'rnvention a done pour objet un disposltif de capture d'une molecule cible dans le but de la detecter et/ou de 
la doser, ledit disposltif etant tel que defini dans la revendlcation 1 . 

[0009] Selon un premier mode de realisation, le ligand est specifique de la molecule cible. Dans ce mode de reali- 
se satlon, le ligand est notamment choisi pour etre susceptible de former un complexe de capture ligand/molecule cible. 
A titre d'exemple le complexe peut notamment etre represente par tout couple antigene/anticorps, anticorps/haptene, 
hormone/recepteur, cheiatant/moiecule cheiatee, les hybrides polynucleotide/polynucleotide, polynucieotide/acide nu- 
cieique, ou analogues. 

[001 0] Le ligand est par exemple un polynucleotide ayant une sequence nucieotidlque d'envlron 5 ^ 1 00 nucleotides 

3S et suffisamment complementaire de la sequence nucieotidique du fragment d'acide nucieique ou du polynucleotide k 
capturer pour permettre I'hybridation desdites sequences dans des conditions determinees. 
[0011] Dans un autre mode de realisation, le ligand est capable de former un complexe avec un reactif bifonctionnel 
comprenant un groupement 'anti-ligand', responsable de la formation du complexe avec le ligand, et dans lequel ledit 
groupement anti-ligand est lie, notamment par covalence, de fagon connue, k un groupement partenaire de la cible. 

40 Le partenaire de la cible est un groupement capable de se lier avec la cible (en formant un complexe clble/partenaire) 
et est done capable de capturer la cible, dans les conditions de I'essal, par etablissement d'une liaison suffisamment 
forte pour assurer I'interaction cible-partenaire, par exemple par covalence et/ou par interactions ioniques et/ou par 
liaisons hydrogene et/ou par liaisons hydrophobes. Le complexe ligand/anti-ltgand peut etre dans ce cas tout couple 
mentionne ci-dessus pour le premier mode de realisation, ou encore un complexe biotine/streptavidine, lectine/sucre 

45 ou analogues. En particulier le complexe ligand/anti ligand est un hybrids polynucleotide/polynucleotide. Le complexe 
partenalre/cible est du mdme type que le complexe ligand/clble mentionne ci-dessus pour le premier mode de reali- 
sation. Dans ce deuxieme mode de realisation, le systdme forme par le ligand fixd sur le support solide et par le reactif 
bifonctionnel permet d'Immobiliser, par un phenomene de double capture, toute cible complementaire du groupement 
partenaire choisi pour la realisation du rdactif bifonctionnel, et ce systems constitue done un disposltif universel de 

so capture, c'est-^-dire utilisable quelle que soit la nature de la molecule cible, grSce h I'utilisation d'un reactif bifonctionnel 
comprenant un groupement partenaire approprie, comme explique cl-dessus. 

[0012] Le copolymdre utilisable dans le disposltif selon Tinvention n'est pas necessairement soluble dans les solvants 
aqueux ou organiques compatibles avec le support, mais le conjugue dolt t'dtre. Ce polymere est de preference un 

copolymere ayant une masse moieculaire generalemenl comprise entre 1000 et 500000, par exemple entre 10000 et 
55 250000. Ledit copolymere peut etre un copoiymdre statistique, alterne, greffe ou sequence. On utilise en particulier 
des copolymeres de N -vinyl pyrrolidone. de preference des bipolymeres. 

[0013] Le copolymere provient de la copolymerisation d'un monomdre de N-vlnylpyrrolldone et d'un deuxieme mo- 
nomere approprie pour permettre retablissement d'un couplage covalent entre le ligand et le copolymere. Par exemple, 
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le deuxi^me monomere peut porter une fonction reactive telle que aldehyde, 6poxy, halog^noalkyle, amine primaire, 
thiol, mal6imide ou ester, (de prdfdrence une fonction ester de N-hydroxysuccinimide), ou une fonction activable telle 
qu'une fonction carboxyle (activable notamment par formation d'un ester d'hydroxysuccinimide) ou qu'une fonction 
hydroxyle (activable notamment par ie bromure de cyanogdne). En particulier, les deux monom^res sont la N-vinyl- 
s pyrrolidone et le N*acryloxysuccinimide. Le copotym^re comprend notamment de 25 k 70 %, en motifs, de motifs 
d6riv6s de la N-vinylpyrrolidone. 

[0014] L'invention a 6galement pour objet un proc6d6 pour am6liorer la capture de mol6cules biologiques, dans 
lequel la molecule cible, en solution dans un vdhicule liquide, est mtse en contact avec un dispositif tel que d6fini 
pr6c6demment dans des conditions (connues) permettant de capturer la cible par formation d'un complexe de capture 

10 de type ligand/anti-ligand. Dans le premier type de realisation mentionnd ci-dessus. I'anti-ligand est la moldcule cible. 
Dans le second mode de realisation, i'anti-ligand est lui-meme 116 k un partenaire de la cible, tel qu'un anticorps (la 
cible est alors un antigdne ou un hapt^ne), un antig^ne, une protSine, un peptide ou un haptdne (la cible est alors un 
anticorps), un polynucleotide (la cible contient alors un polynucleotide compiementaire) etc. 
[0015] Le support et le procede de l'invention sont utilisables notamment dans des tests pour la mise en evidence 

IS et la quantification d'une sequence nucieotidique dans un echantillon par exemple par des techniques sandwich ou 
'Reverse Dot', lis sont egalement utilisables dans des immunoessais (selon la technique directe, sandwich, ou par 
competition) pour capturer une molecule blologique. 

[001 6] On utilise des copolymeres contenant deux nrK)tifs monomeres differents dont I'un derive de la N-vinylpyrro- 
lidone. Ces copolymeres sont appeies bipolymeres dans la description de la presente demande. 
20 [0017] Ces differents bipolymeres peuvent etre obtenus par voie radicalaire. par voie ionique. ou par reaction de 
transfert de groupe. 

[0018] Le terme 'polynucleotide" tel qu'utilise dans la presente demande designe un enchainement d'au moins 5 
desoxyribonucieotides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un nucleotide modifie, par exemple 
au moins un nucleotide comportant une base modlfiee telle que I'inosine, la methy[-5-desoxycytidine, la dimethylamino- 

25 5-d6soxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute autre base modlfiee per- 
mettant I'hybridation. Ce polynucleotide peut aussi etre modifie au niveau de la liaison internucieotidique (comme par 
exemple les liaisons phosphorothloate, H-phosphonate, alkyl-phosphonate), au niveau du squelette comme par exem- 
ple les alpha-oligonucieotides (FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc., (1992), 114. 
1895-1897). Chacune de ces modifications peut §tre prise en combinaison. 

30 [0019] Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux connu sur lesquels peut etre immobilise 
un polynucleotide et qui sont utilises comme supports dans des tests diagnostiques, en chromatographie d'affinite et 
dans des processus de separation. Des materiaux naturels. de synthese, modifies ou non chimiquement peuvent etre 
utilises comme support solide, notamment les polysaccharides tels que les materiaux de cellulose, par exemple du 
papier, des derives de cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose, du dextran ; des polymferes tels que 

35 polychlorure de vinyle, polyethylene, polystyrene, polyacrylate, polyamide, ou copolymeres ^ base de monomeres 
vinyl aromatiques, esters d'acides carboxyliques insatures .chlorure de vinylidene, dienes ou composes presentant 
des fonctions nitrlle (acrylonltrile) ; des copolymeres chlorure de vinyle /propylene, ou chlorure de vinyle /acetate de 
vinyle ; des copolymeres k base de styrene ou de derives substitues du styrene ; des fibres naturelles telles que le 
coton et des fibres synthetiques telles que le nylon ; des materiaux inorganiques tels que la silice, le verre, la c6ramique. 

40 le quartz ; des latex, c'est-a-dire des dispersions aqueuses colloTdales de polymere insoluble dans i'eau ; des particules 
magnetiques ; des derives metalliques. 

[0020] De preference, le support solide utilise dans la presente invention est un polystyrene, un copolymere buta- 
diene-styrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choi- 
sis parmi les copolymeres styrene-acrylonitrile ou styrene-methacrylate de methyle. les polypropyienes, les polycar- 
45 bonates ou analogues. Avantageusement. le support de la presente invention est un polystyrene ou un copolymere k 
base de styrdne comprenant entre environ 10 et 90 % en poids de motifs derivds du styrene. 
[0021] Le support solide selon invention peut etre. sans limitation, sous la forme d'une plaque de microtitration, 
d'une feuille, d'un cone, d'un tube, d'un puits, de billes, de particules ou analogues. 

[0022] On entend par 'fixation passive' une fixation due k des forces autres que des forces de liaison covalente. 
so [0023] Le terme "molecule biologique' ou "cible" tel qu'utilise dans la presente invention inclut les acides nucieiques 
tels qu'ADN ou ARN ou leurs fragments, les antigenes, les haptenes. les peptides, les polypeptides, les anticorps, etc. 
[0024] Le terme 'anticorps" inclut egalement les fragments d'anticorps. et des anticorps obtenus par modification 
ou recombinaison gen6tique. 

[0025] Le temne "haptene" designe une molecule de taille insuffisante pour dtre immunogene. mais qui, par couplage 
55 avec une proteine par exemple, permet par immunisation d'animaux Tobtention d'anticorps reconnaissant ladite mo- 
lecule. 

[0026] La formatbn d'un conjugue resultant du couplage covalent d'un ligand, par exemple un polynucieotkle k un 
copolymere peut etre effectuee selon les methodes dites directes ou indirectes connues. 
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[0027] Par exempte, dans le cas d'un polynucleotide, selon la m6thode directe, on synth6tise un polynucleotide ayant 
una fonction reactive sur un site quelconque da la chaine nucldotidique comnae par exemple, rextr6mit6 5' ou rextr6mit6 
3', ou sur una base ou sur un phosphate internucl^otidique, ou sur la position 2' d'un sucre. Le polynucleotide est 
ensuite coupld d un polymdre, pr6par6 au prdalable et comportant una fonction rdactiva compiementaird da la prdcd- 
5 dente, c'est-^-dire permattant la formation d'una liaison covalenta par reaction antra las daux fonctions r6actlves com- 
piementaires, I'une pOft6e par le polynucleotide et I'autre par le polymere. Par exemple, de fa?on connue, on peut 
coupler des amines primaires avec un acide carboxylique active ou un aldehyde ou bien une fonction thiol avec un 
halogenoalkyla. De preference, la fonction reactive du polynucleotide pour la couplage sur le polymere est k Textremite 
5' ou 3'. 

10 [0028] Dans la methode de couplage Indlrecte, le polynucleotide et le polymere sont chacun porteurs d'une fonction 
reactive, cas fonctions reactives pouvant dtre idantiques ou differentas I'une da i'autre. ces deux fonctions n'etant pas 
compiementaires mais etant capablesde reagiravec un agent intermediaire de couplage qui est un reactif bifonctionnel 
(homobifonctionnel si les deux fonctions sont identiques ou h6t6robifonctionnel si les deux fonctions sont diff6rentes). 
Parmi les agents de couplage homobifonctionnels, on peut citer le DITC (phenyiene-1 ,4-diisothiocyanate), le DSS 

J5 (disuccinimidylsuberate) ou analogues. Parmi les agents de couplage heterobifonctionnels, on peut citer le SMCC 
(succinimidyl-4-(N-maieimidom6thyl) cyclohexane-l-carboxylate), ou le SMPB (succinimidyl-4-(p-maieimido phenyl) 
butyrate), capables da reagir d'une part avec une amine primaire et d'autre part avec un thiol. 
[0029] Apres le couplage du ligand avec le copolymere, I'axces eventual de fonctions reactives du copolymere est 
neutralise de fagon connue en soi. Par exemple, les groupemants aldehyde en exces peuvent §tra neutralises par une 

20 amine primaire telle que I'ethanolamine, les groupements maleimide ou halogenoalkyla peuvent etre neutralises par 
un thiol (tel que thio6thanolamine ou dithiothr6itol), etc. 

[0030] L'invention a egalement pour objet un procede pour ameiiorer la capture de molecules cibles, dans lequel la 
molecule cibte en solution dans un vehicule liquide est mise en contact avec un dispositif tel que defini precedemment 
(c'est k dire le support solide auquel est fixe le conjugue polymere/ligand at, dans la cas du dauxieme nnoda de reall- 
2S sation, le support solide auquel est fix6 le conjugue polym6re/ligand et le reactif bifonctionnel anti-ligand/partenaire), 
dans des conditions permettant la formation d'un complexe de type ligand/anti ligand ou la formation d'un complexe 
ligand/anti-ligand et cible/partenaire. Les conditions de formation da tels complexes sont connues en soi. 
[0031] Les exemples suivants illustrent invention. 

50 EXEMPLE 1 : Synthase et caract4risaUon des bipolvmeres : 

[0032] Le protocole, qui suit, constitue le mode operatoire general des reactions de copolymerisatton. 
[0033] Le tableau 1 resumera. par la suite, les conditions particulieres de cette synthese. 

35 . Dans un ballon tricol de 1 00 ml purge k I'azote, sont melanges 50 ml de dimethylformamide anhydre (ALDBiOH ; 
reference 22705-6), une quantite x exprimee en grammes (g) de N-vinylpyrrolidone (ALDRICH; reference V 340-9) 
frafchement distiliee. ainsi qu'une quantite y (en grammes) da N-acryloxysuccinimida (KODAK; reference 110 
1690). 

Le milieu reactionnel porte k une temperature de 60''C. est agite pendant 2 hauras, sous bullaga reguliar d'azote. 
40 afin d'eliminer toute trace d'oxyg^ne. 

- 2 g d'acide 4,4' Azobis (4-cyano pentanoique) (FLUKA ; reference 1 1 590) sont dissous dans 1 ml da dimethylfor- 
mamide anhydre. Ce compose constitue I'amorceur de la reaction de polymerisation radicalaire. 

- Apres un bullaga d'azote pendant 1 5 minutes, la solution d'amorceur est ajoutea rapidamant au milieu reactionnel. 
Ceci constitue le temps zero de la polymerisation. 

45 - la reaction est conduita d 60°C, sous agitation, sous bullaga lent at reguliar d'azote. 

- Des preievamants sont effectues toutes les 3 minutes. 

[0034] Pour stopper la reaction, sont ajout6s quelques grains d'un inhibiteur de polymerisation: I'hydroquinone 
(JANSSEN; reference 123-31-9). Les preievements sont ensuite places dans la glace. 

50 

- Chacun de ces preievements est ensuite analyse en chromatographia an phase gazause (chromatographe Dl 
200, integrateur ENICA 21, de la societe DELSI INSTRUMENTS), grace k une colonne SE 30 (m6thylsilicone 
adsorbe sur Chromosorb 10 %). Ceci permet le suivi cinetique de la reaction de polymerisation, c'est k dire la 
connaissance, k tout instant, de la quantite de monomeres residuels, done du taux de conversion (relatif k chaque 

ss monomdre et global). 

[0035] Conditions d'analyse : 
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Pression Air = Pression H2 = 1 bar (lO^ Pa). 
Pression N2 = 0,8 bar. 
Temperature du four = 175''C. 

Temperature de i'injecteur = Temperature du ddtecteur = 300^C. 

5 

Apres un temps de reaction note t et exprime en heures, le milieu reactionnel est verse dans une ampoule ^ 
decanter, puis ajoute goutte h goutte dans un becher contenant un grand excds d'ether ethylique (SDS, reference 
440516) sous forte agitation. 

- Le polymere, forme pendant la reaction, preciplte sous la forme de cristaux blancs assez fins. 

10 

[0036] Quand tout le milieu r6actionnel a ete preciplte, la solution d'ether ethylique est filtresurfritten" 4. Le polymere 
est lave ^ i'aide d'un grand exces d'ether ethylique puis seche pendant piusieurs heures dans une etuve k vide, ^ 
temperature ambiante. 

'5 . Pour purifier le polymere (eiiminatbn des monomeres residuels ainsi que des faibles masses molaires), celui-ci 
est dissous dans le N-N dimethylformamide (DMF) puis reprecipite dans I'ether ethylique. 

- Les bipolymeres ainsi obtenus sont conserves sous atmosphere inerte, k Tabri de I'humidite. lis sont constitues 
de motifs : 

20 



25 



30 




[0037] Le tableau 1 cl-apres resume les conditions particutieres k chaque reaction de polymerisation. 

55 

TABLEAU 1 



Denomination 

des 
Bipolymeres 


xNVP 
(grammes) 


y NAS 
(grammes) 


C(*) moles/l 


zAZCB 
(gramme) 


T (heures) 


Rn(%) 


COPOI 


2.22 


0,84 


0.5 


0,074 


20 


55 


C0P02 


2,78 


4.22 


1.0 


0.148 


20 


90 


C0P03 


1,14 


2.54 


0,5 


0,074 


20 


90 


C0P04 


0.23 


0.50 


0,1 


0,015 


20 


90 


C0P05 


2,28 


5,08 


1,0 


0,148 


20 


90 



(*) C repr6sente la concentration des monomdres en motes/litre, en ddbut de reaction. 

(**) R repr^sente la oonvereion, exprimde en pouroentage massique, des 2 monom^s de depart. 



50 

[0038] Abreviations utillsees dans le tableau 1 : 

NVP = N-vinyl pyrrolidone, 
NAS = N-acryloxysuccinimide, 
55 AZCB = acide azobis 4-4' (4-cyanopentanoique). 

[0039] Les caracteristlques des bipolymeres utilises dans la presente invention sont resumees dans le tableau 2. 
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TABLEAU 2 



Masse mol^culaire (g/mole) (*) 


% Molaire de NAS dans le 
bipotym6re final (**) 


C0P01 


60.000(10%) 


39 


C0P02 


160.000 (2%) 


57 


C0P03 


70,000 (2 %) 


62 


COP04 


19.500 (2%) 


59 


C0P05 


160.000 (2%) 


61 



(*) Lee masses mol^lalres ont 6t6 d6tenmin^ par diffusion de la lumiftre (m6thode statique). 
Sofvant delude : DMF/eau = 90/10. 
Temperature : 20*C. 

Le diiffre entre parentheses repr6sente I'erreur de mesure eur la masse. 

(**) Cette valeur a i\6 determine par dosage des fonctlons N-hydroxysuccinimide (NHS) en prdsenoe d'un excte de NH4 OH parspeetreseopie 
UV & 260 nm avec = 71 00 Lrnole'^ .cm'^ pour le NHS dans un melange eau/DMF/NH4 OH(O.IM) = 60/10/1 0. L'erreur de mesure est de 6 %. 



[0040] Le tableau 3 donne les d^placements chimiques par resonance magnetique nucl6aire (RMN) des diffdrents 
20 carbones du bipolymdre. Les carbones sont identifies par le numdro tel que ddcrit dans le schema ci-dessous : 




TABLEAU 3 



Position du carbone 


D6placement chimique 


1 


48 (rale large) 


2 


34 (raie large) 


3 


175-177,5 (multiplet) 


4 


32,2 (raie large) 


5 


19 (singulet) 


6 


42 (raie large) 


7 


38,5 (rale large) 


8 


34 (rale large) 


9 


163,2 (singulet) 


10 


171 et 170.9 (doublet) 


11 


26.4 et 26,65 (doublet) 


Solvent : DMF deutdrd. 
Rdfdrence interne : Dioxane avec une raie k 67,8 ppm. 
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[0041] Les d^placements chimiques sont donnds en partie par million (ppm). 

Couobae de polynucleotides sur des bioolymdres : 

5 [0042] Les polynucleotides utilises sont des ollgod6soxyribonucl6otides de synthase prdpards avec un synth^tiseur 
automatique Applied Biosystems module 394 selon le protocole du fabricant. 

[0043] Ces oligonucleotides possfedent ^ leur extremit6 5' un bras aliphatique NH2 pr6par6 selon la m6thode d6crite 
dans la demands de brevet WO 91/19812, 

[0044] Par rinterm6dialre des fonctions esters du N-hydroxysuccinimlde, 11 y a reaction directe sur le bras amine k 
10 I'extremite 5' de roligonucleotide pour former une liaison amide. 
[0045] Le protocole de couplage general est le suivant : 

Une solution aqueuse contenant 32 nmoles d'oligonucl6otides est versee dans un tube Eppendorf, puis 6vapor6e dans 

un evaporateur k centrilugation sous vide. 

[0046] Le residu sec est repris dans 50 ^il de tampon Borate 0.1 M pH = 9.3 puis I'on additionne 400 [l\ de DMR 
IS A cette solution sont ajout6s 50 ^il d'une solution du bipolymdre h 1 mg/ml dans le DMF (SDS, reference 340216). 
[0047] Le tube Eppendorf contenant le milieu reactionnel est agite pendant 16 heures dans un agitateur chauffant 
pour tubes Eppendorf porte k une temperature de 37°C. 

[0048] Le melange (DMF/eau) est ensuite evapore k I'evaporateur k centrifugation sous vide. 

[0049] Le residu sec est repris dans 50 ^l d'eau distiliee, afin d'etre analyse par eiectrophordse capillaire. 

so 

Conditions exp^rimentales de la separation par ^lectroohordse capillaire en solution libra 
[OOSO] 

25 - Apparel! : 270 A-HT commercialise par la societe APPLIED-BIOSYSTEMS. 

- Capillaire de silica d'une longueur de 72 cm (APPLIED-BIOSYSTEMS. r6f. 0602-0014). 

- Electrolyte de separation :Tampon Carbonate de Sodium 50 mM, pH = 9,6. 

- Voltage applique : 20 kilovoits. 

- Temperature: 40'C. 
30 - Injection k I'anode. 

- Detection k la cathode, par spectroscopie UV k 260 nm (longueur d'onde d'absorption maximum de roligonucleo- 
tide). 

[0051] Le conjugue bipolymere-oligonucieotide est ensuite purifie par chromatographie par permeation de gel (CFG) 
3S dans les conditions suivantes: 

. Colonne WATERS Ultra Hydrogel 500. 
Tampon phosphate 0.1 M pH = 6.8. 
Detection par spectroscopie UV k 260 nm. 
40 - Debit 0,5 ml/min. 

[0052] Apres purification, le conjugue en solution saline est dialyse pendant une nuit k + 4*^C afin d'eliminer le sel. 
L'eau est eiiminee k I'evaporateur k centrifugation sous vide. Le residu sec est repris dans 1 ml d'eau distiliee et stocke 
au congeiateur k la temperature de - 20'*C. 
45 [0053] La liste des oligonucleotides utilises pour le couplage sur un bipolymere est donnee ci-apres. 

[0054] Les caracteristiques des conjugues bipolymere-oligonucieotide sont donnes dans le tableau 4 suivant : 



TABLEAU 4 



so 



Conjugue 


Bipolymere 


SEQ ID N° (a) 


rendement (b) 


Tr(c) 


Me (d) 


Concentration (e) 


CJOA 


C0P01 


2 


60 


10.03 


9.8 


15.1 


CJOB 


C0P01 


3 


40 


10,10 


9.9 


10,6 


CJOC 


C0P03 


2 


50 


10.50 


10,2 


15.5 


CJOD 


C0P03 


4 


46 


10,27 


9,9 


2,0 


CJOE 


COP03 


5 


53 


10,01 


10.1 


12,8 
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TABLEAU 4 (suite) 



Conjugu6 


Bipolymdre 


SEQ ID N'* (a) 


rendement (b) 


Tr(c) 


Me (d) 


Concentration (e) 


CJOF 


C0P03 


6 


40 


10,07 


10.0 


4.0 


CJOG 


C0P03 


1 


48 


10.36 


9.9 


2.5 


CJOH 


C0P04 


2 


56 


10.12 


9.8 


15.0 


CJOl 


C0PO5 


2 


50 


10,25 


10,0 


14,0 


(a) Les oligonucleotides ont les sequences suivantes (de 5' vers 3') : 



SEQ ID NM : 

TCATCCACCT GGCATTGGAC TGCCATAACC ATG AGTG. 37 

IS 

SEQ ID N* 2; 

TCTAATCCTG TTTGCTCXXX: 20 

20 

SEQ ID N' 3 : 

GATGAGCTAT ATGAGAACGG TA 22 

SEQIDN-4: 

TTAACTTTAC TCCCTTCCTC CCCGCTG 27 



SEQ ID N* 5; 

TCAATGAGCA AAGGTA 16 



SEQIDN'6: 

GGTCCTATCC GGTATTAOAC CCAGTTTCC 29 

40 [0055] Ces oligonucleotides poss^dent ^ leur extremity 5' un bras aliphatique avec une fonction NH2, prepare selCMi 
la methode ddcrite dans WO 91/19812. 

(b) Le rendement de couplage, calculd par rint^gration des pics en CPG, est le rapport, par chromatographie 
liqulde haute performance (CLHP), de la surface du pic du conjugud sur la somme des surfaces du pic du conjugud 

45 et de roligonuclSotide non coupld. II est donn6 en %. 

(c) Tr reprdsente le temps de retention en CPG dans les conditions ddcrites dans le paragraphe precedent. 11 est 
donn6 en minutes. 

(d) Me represents le temps de retention donne en minutes dans les conditions de separation en dlectrophordse 
capillaire d^crites dans le paragraphe precedent. 

so (e) La concentratbn de 1 ' oligonucleotide est donnee en picomotes par ml, ddterminee par spectrometrie U.V., en 
mesurant I'absorbance k 260 nm, connaissant le coefficient d'extinction molaire de roligonucieotide k cette mSme 
longueur d'onde. 

EXEMPLE 2 : Detection d'acides nucleigues d'Escherichia coliparia technique sandwich en utilisant des oligonucl^O' 
ss tides coupl4s des bipolymdrBS comme sonde de capture : 

[0056] Cet exemple ddcrlt le gain de signal et de sensibility obtenu par I'usage d'un conjugue ollgonucieotide-bipo- 
lym^re NVP-NAS par rapport d un systdme ou sonde de capture est constitute du seul oligonucleotide. 
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[0057] Le module est la detection par hybridation du groupe taxonomique Escherichia colieX Shigeila. La cible est 
I'ARN ribosomal 16S (ARNr) de ce groupe. La sonde de capture G3 (SEQ ID N° 4) coupl6e au bipolymSre est com- 
pldmentaire des nucleotides 440 d 466 de la sequence IBS d'Escherichia co// d^terminie par Brosius J.M., Palmer L 
Kennedy P.J. Noller H.F. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, pages 4801-4805. La sonde de detection G1(SEQ ID 
s 5) est constitute de la sequence sptclfique du taxon cibid et le discrlmine ainsi des autres espdces bactdriennes. 
Elle est conjugu6e k la phosphatase alcaline comme dScrit dans le brevet WO 91/19812. 

[0058] L'hybridation de TARNr d'une bact^rie-cible a 6t6 conduite selon proctdd de detection non-radioactif ddcrit 
dans le brevet WO 91/19812. Le protocole suivant est effectud automatiquennent sur I'automate VIDAS (marque 66- 
pos6e BIOMERIEUX). Les stapes suivantes sont rtalistes automatlquement. 

10 [0059] La reaction est conduite dans le support appeld SPR (marque de commerce BIOMERIEUX-VITEK) ("Solide 
Phase Receptacle") qui est un support conique realist k partir d'un copolymdre butaditne-styrene vendu sous la 
denomination K rtsine. Les divers rtactifs sont disposes dans une barrette k plusieurs puits et les diff6rentes ttapes 
se dtroulent dans le SPR qui fait office de pipette. La reaction d'hybrldation sandwich dtcrite dans le protocole cl- 
dessous se produit sur la parol interne du cone. 

15 [0060] Sur la surface interne du SPR. est fix6 passivement soit i'oligonucl6otlde de capture 03, soit comparativement 
le conjugu6 oligonucleotide G3-bipolym6re (GJOD. tableau 4). La concentration utilisee dans les deux cas est de 1 
ng/^l d'oligonucieotides dans un volume de 300 ^1 d'une solution de PBS 4x (phosphate de sodium 200 mM pH 7,0, 
NaCI 600 mM). Aprts une nuit a temperature ambiante ou deux heures a 37*C. les cones sont laves 2 fois par une 
solution PBS Tween (PBS 1 X, Tween 20: 0,5 % (Merck 8221 84)), puis s6ch6s sous vide. La barrette contient I'ensemble 

20 des rtactifs ntcessaires k la detection, c'est k dire: 200 ^1 d'une solution k 0,1 ng/^il du conjugue de detection oligo- 
nucleotide G1 -phosphatase alcaline, 2 fois 600 ^1 de solution de lavage PBS Tween et une cuvette de substrat. Dans 
le premier puits de la barrette, est depose un volume inferieur ou egal a 100 ^l contenant la cible dans un tampon: 
PBS saumon (phosphate de sodium 150 mM, pH 7,0, NaCI 450 mM + ADN de sperme de saumon 0,1 mg/ml (Sigma 
D 9156)). Aprts incubation 40 minutes du cdne par le melange molecule biologique plus sonde de detection, le cdne 

25 est lave 2 fois par une solution de PBS Tween. 250 ^1 de substrat MUP (m6thyl-4 umbeHif6ryl phosphate) en solution 
dans un tampon diethanolamine sont aspires dans le cone, puis reldches dans une cuvette de lecture. Uappareil 
mesure le signal fluorescent exprime en RFU (unites relatives de fluorescence) de la cuvette. Le temps total est de 1 
h 30 minutes. 

[0061] Diverses cibles d'hybrldation ont ete testees comparativement: soit les bacteries entieres {Escherichia coli 
30 K-12 HB101) en phase de croissance exponentielle, soit I'ARNr purifie (Boehringer Mannheim, reference 206 938), 
soit une cible synthetique nommee 01 compiementaire des oligonucleotides de capture et de detection et de coor- 
donnees 437-497 correspondant k la sequence : 

^ SEQ ID N* 7: 

TTTCAGCGGG GAGGAAGGGA GTAAAGTTAA TACCITTGCT CATTGACXjTT 
ACCCGCAGAA O 61 

40 

[0062] Lorsqu'jj s'agit de bacteries, I'ARNr est directement extrait dans I'automate par addition de soude jusqu'd une 
concentration de 0,1 8N en 1 min suivie d'une neutralisation immediate par addition d'une quantite equivalente d'acide 
acetique de meme molarlte. Une gamme de concentrations de chaque cible a ete testee: de 1 0^^ ^ i copies d'ARNr 
pur ou de cible synthetique, de 10^ a 10** bacteries (dans ce dernier cas en s'assurant que lorsque le nombre d'ARNr 
45 en phase exponentielle de croissance est de 1 0^ par bacterie, la gamme de cible ARNr eff ectivement hybridee est de 
1012^108 copies). 

[0063] Les resultats sont resumes dans le tableau 5. 



TABLEAU 5 



Cible synthetique CI « 


Capture 


1012 


1011 


1010 


109 


108 


G3 


11030 


5641 


530 


56 


9 



a : les niveaux de detection sont exprimis en RFU (unHte relatives de fluorescenoe) pour une quantltd de dble exprimde en nombres de oopies ou 
nombre de mol^ules. 
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TABLEAU 5 (suite) 



5 



10 



1$ 



Cible synth6tjque CI « 


CJOD 


10238 


7644 


1178 


125 


45 














ARN ribosomal « 


Capture 


1012 


1011 


1010 


109 


108 


G3 


1200 


215 


36 


8 


8 


CJOD 


11242 


6030 


785 


89 


27 


Bacteries'' 


Capture 


108 


107 


106 


105 


104 


G3 


3040 


181 


27 


10 


10 


CJOD 


11586 


4326 


557 


66 


17 



a : les niveaux de detection sont exprim^s en RFU (unitte relatives de fluorescence) pour une quantiM de cible exprimde en nombres de copies ou 
nombre de mdteules. 



20 b : les niveaux de detection sent exprimte en RFU pour une quantum de cble exprim^e en nombres de bact^ries tys^ sachant qu'une bact^rie 
en phase exponentielle de croissance contient en moyenne 10 000 ARN ribosomaux. 

[0064] L'utilisatbn du conjugue oiigonucleotide-bipolymere ameliore nettement Tintensite du signal d'hybridation et 
la sensibility sur cible enti^re (ARNr pur ou extrait de bact^ries). 
2S [0065] L'amelbratbn est de I'ordre d'un facteur 100 en sensibilite avec une valeur de bruit de fond de 10-15 RFU. 
II ressort de cette experience qu'il n'y a pas de difference de comportement entre ARNr pur et bact6ries lys^es ^ la 
soude, c'est a dire que la lyse est efflcace et que les constituants bacteriens autres que la cible n'Interfdrent pas dans 
le test. Dans le cas de la cible synth6tique, le gain en sensibilite est moins important. 

[0066] Du fait de sa tailie plus reduite (61 bases), rencombrement sterique entre la cible et Toligonucleotide sur le 
30 support est diminue, ce qui expilque les differences obsen/ees entre cette cible synthetique et I'ARN ribosomal. 

EXEMPLE 3 : Detection d'acides nucldiques du compfexe tuberculosis paria technique sandwich en utilisant des 
oliQonucleotides couples ^ des bipolymeres comme sonde de capture: 

35 [0067] Cet exemple decrit le gain de signal et de sensibilite obtenu par I'usage d'un conjugue oiigonucleotide-bipo- 
lymere par rapport h un systeme ou la sonde de capture est constituee du seul oligonucleotide. 
[0068] Le modeie est la detection par hybridation du groupe taxonomique "complexe tuberculosis". La cible est I'ARN 
ribosomal 16S de ce groupe. La sonde de capture E220 (SEQ ID N 2) coupiee au bipolymere est compiementaire des 
nucleotides 773 k 792 de la sequence 16S d Escherichia coliou 863-882 de la sequence 16S de Mycobacterium 

40 tuberculosis determin6e par Suzuki Y, Nagata A., Ono Y. and Yamada T. (1988). J. Bacteriol., 170. pages 2886-2889. 
La complementarite d'E220 aux sequences de ces deux especes phylogenetiquement eloignees tient au fait que ce 
motif est consen/e chez toutes les eubacteries. La sonde de detection bovls310 est constituee de la sequence speci- 
fique du groupe taxonomique complexe tuberculosis regroupant M. tuberculosis, M. bov's, M. bovis BCG, M, africanum, 
M. microti eX le discrimlne ainsi des autres especes bacteriennes. Elle possede la sequence : 

45 

SEQ ID N- 8 : 

ACCACAAGAC ATGCATCCCG TO 22 

so 

[0069] Elle est conjuguee k la phosphatase alcaline comme decrit dans I'exemple precedent. On rajoute 6galement 
en solution un troisieme oligonucleotide dTB1 (SEQ ID N° 6) , compiementaire des nucleotides 253 k 281 de M. tu- 
berculosis et qui a pour fonction de faciliter {'hybridation de la sonde detection bovis31 0 en lui etant contigu. Ainsi dans 
ss cet exemple les sites de capture et de detection ne sont pas contigus. 

[0070] L'hybridation des ARNr des souches bacteriennes testees a ete conduite selon le protocols decrit dans Texem- 
ple 2 k deux exceptions pres : 
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* L'extraction de I'ARNr cible est effectu^e selon le protocole de base pour I'extraction de TARN des bact6ries k 
Gram positif d6crit dans "Current Protocols in Molecular Biology" 1 987, Ausubel FM et al., Wiley interscience, New 
York. 

* L'oligonucl6otide dTB 1 est ajout6 dans la cuvette contenant la sonde de d6tection (Bovis 310) marqu6e k la 
5 phosphatase atcaline k la concentration de 1 ng/ml. 

[0071] Le signal obtenu par hybridation sandwich avec l'oligonucl6otide de capture E220 et le m§me oligonucleotide 
de capture coupid sur le bipolym^re (conjugu^ CJOA, tableau 4) a dtd compard. Las rdsultats sont pr^sentds dans le 
tableau 6 sur diff6rentes souches de Mycobacterium. 

JO 

TABLEAU 6 



IS 



20 



2S 



SOUCHES (a) 




INTENSITE DE DETECTION (b) 


E220 


bipolym&re-E220 conjugud 
CJOA 


M tuberculosis 


A 198 


91 


3939 




A216(NCTC 7417) 


162 


7778 


M. bovis 


A 222 


224 


7818 


M. bovis BCG 


A 223 


278 


7071 


M. intracellulard 


A227(ATCC 35764) 


18 


62 


M. flavescens 


A 234 


16 


45 


M. smegtnatis 


A 251 


11 


25 



a : la numerotation des souches est une reference interne de la demanderesse. Pour les souches de reference, le code est Indique enU'e parentheses 
avec Torganisme qui les possdde. Les autres souches ont m caract^fisdes par les m^thodes phdnotypiques classiques. 
b : exprim6e en unites relatives de fluorescence (RFU). 



30 [0072] Alnsi I'exemple 3 montre que la sonde de detection est specifique des souches du complexe tuberculosis; 
en effet, 11 a 6t6 vdrifi§ que les ARNr extraits des autres souches de mycrobactdries 6taient bien disponlbles pour 
I'hybridation. De plus, une augmentation de signal est constatee avec !e conjugue bipolym§re-E220 de capture par 
rapport k E220 en capture seule. Le facteur d'augmentation moyen du signal est de 35. 

35 EXEMPLE 4 : Utilisation d'un coniuaud oiiaonucl6otide de capture-bipolvm^re et comparaison ^ un svstdme ou la 
capture est constitute du seul oliQonucldotide : 

[0073] Le module est la detection par hyb ridation du groupe taxonomlque "complexe tuberculosis'. La cible est TARN 
ribosomal 16S de ce groupe. La sonde de capture dTBI (SEQ ID N" 6) couplee au bipolymere est complementaire 
40 des nucleotides 253 k 281 de la sequence 1 68 de Mycobacterium tuberculosis determinee par Suzuki Y, Nagata A., 
Ono Y. and Yamada T (1988), J. Bacteriol., 170, pages 2886-2889. La sonde de detection bovis 308 est constitute 
de la sequence specifique du groupe taxonomique complexe tuberculosis regroupant M, tuberculosis, M. bovis, M. 
bovis BCG, M, africanum, M. microti eX le discrimine ainsi des autres esp^ces bacttriennes. Elle possdde la sequence 
(coordonntes 281-300) : 

45 

SEQIDN*9: 

ACCACAAGAC ATGCATCCCG 2C 

50 

[0074] Elle est conjugu6e k la phosphatase alcaline comme d6crit pr6c6demment. L'hybridation des ARNr des sou- 
ches bact6riennes testdes a 6te conduite selon le protocole decrit dans I'exemple 2 k Texception de l'extraction de 
I'ARNr cible eftectu6e selon le protocole de base pour l'extraction de TARN des bact6ries k Gram positif d6crit dans 
55 "Current Protocols in Molecular Biology" 1987, Ausubel FM et al., Wiley interscience, New York. 

[0075] Les signaux obtenus par hybridation sandwich avec Toligonucltotide de capture dTBI et avec le mdme oii- 
gonucl6otide de capture coupid sur le bipolymere (conjugut CJOF, tableau 4) ont et6 compares. Les r^sultats sont 
prtsentSs dans le tableau 7. 
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TABLEAU 7 



5 



10 



SOUCHES (a) 


Souche 


INTENSITE DE DETECTION (b) 


dTBI 


bipolymdra-dTBI conjugu6 
CJOF 


M. tuberculosis 


C001 


71 


3905 




C002 


135 


4485 




COOS 


120 


4062 




C120 


210 


11437 


M. bovis BCG 


A 221 (ATCC 19210) 


168 


7818 


M. avium/ iniracellulare 


A 227 (ATCC 35764) 


12 


15 




C080 


10 


9 




C081 


11 


8 


M. flavescens 


C095 


11 


7 


M. smegtnatis 


A 251 


8 


8 



a : la num6fOtation dee eouches est interne h la demanderesse. Pour les souches d^pos^es. le code est indiqu6 entre parenthtees avec rorganisme 
de ddpdt. Les autres souches ont 4t6 caract6risAes par les m^thodes ph6notypiques classiques. 
b : exprimde en unites relatives de fluorescence (RFU). 



[0076] Ainsi rexemple 4 montre qu'il se prodult une augmentation de signal significative avec le conjugu6 oHgonu- 
cl6otide-bipolym6fe en capture et pour un systdme de sequences different de Texemple 3. 
[0077] Cette augmentation de la sensibility ne se fait pas au detriment de la specificity puisque ce systems permet 
25 de discriminer des esp^ces proches du genre Mycobacterium. 

EXEMPLE 5 : Utilisation d'un ooniuQu6 oliQonucl^otide de capture-bipolvm^re et comparaison ^ un syst^me dans 
leauel la capture est constituee du seul oligonucleotide. La cible a detecter est constituee d'un fragment de PCR : 

^0 [0078] Une PCR ("polymerase cliain reaction") est effectu^e sebn le protocole standard tel que d^crit dans 'PCR 
PROTOCOLS, A guide to methods and applications" 6dity par M.A.InnIs, D.H. gelfand. J.J. sninsky, T.J. white, Aca- 
demic Press, sur un plasmide ADN pBR 322 (SIGMA, reference D4904) contenant 4363 paires de bases, en solution 
dans un tampon Tris 10 mM pH 8,0. Les deux amorces utilis6es pour I'amplification sont TEM1 (SEQ ID 1 0) et TEM2 
(SEQIDN'11): 

35 

SEQ ID N' 10: 

CCCCGAAGCG TTTTC 15 

40 

SEQ ID N' 11: 

CGGTATGGTTTGCTGCT 17 

45 

[0079] Le fragment de PCR prodult est controle sur gel d'acrylamide ^ 5 %. II contient 347 paires de bases. 
[0080] Dans une plaque de microtltration en polystyrene NUNC reference 439454 est ddpos^e 1 00 ^1 d'une solution 
de Toligonucl^otide 1844 (SEQ ID NM) ^ la concentration de Ing/^l (0,15 ^M) dans du tampon PBS 3X (phosphate 
de sodium 0.15 M, chlorure de sodium 0,45 M pH 7,5). L'Incubation s'effectue durant deux heures k la tempdrature 
so de 37»C. 

[0081] En parall6le sur une autre plaque sont d6pos6s 100 \i\ de conjugu6 oligonucl6otlde-bipolym6re (CJOG, ta- 
bleau 4) ^ la meme concentration en oligonucleotide de 1 ng/p.! dans le PBS 3X. La plaque est incubee deux heures 
k 37*'C. La plaque est ensuite vid6e puis lav^e avec 3 x 300 |il de PBS-tween (phosphate de sodium 50 mM, chlorure 
de sodium 150 jiM contenant 0,5 ml/I de Tween 20 r6f6rence MERCK 822184). 
^ [0082] Le fragment de PCR est d^naturd avant utilisation par melange de 100 ^1 de solution de la PCR avec 10 ^1 
de soude 2N. L'ensemble est neutralist 5 minutes aprts par I'additlon de 10 ^1 d'aclde acetique 2N. 
[0083] 1 00 \i\ des dilutions du fragment de PCR denature, dans un tampon PBS-saumon (phosphate de sodium 1 50 
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mM, pH 7,0, NaCI 450 mM + ADN de sperme de saumon 0,1 mg/ml (Sigma D 9156)) sont ajoutds dans les puits de 
la plaque de microtitration. La plaque est incub6e une heure k 2TC puis lavde par 3 x 300 ^il de PBS-Tween. 
[0084] Dans chaque puits de la plaque sont ajout6s 100 ^tl (0,1 ng/|il en oligonucleotides en tampon PBS-saumon) 
de sonde de detection D1 (SEQ ID N° 12) coupid k la phosphatase alcaltne tel que dScrit dans Texemple 2. 

5 

SEQ ID 12: 

CGCrmTTG CACAACATOG GGGATCATG 29 

10 

[0085] La plaque est incubde une heure k 37''C puis lavde par 3 x 300 \l\ de PBS-Tween. 
[0086] Dans chaque puits de la plaque sont ajoutds 1 00 ^1 de substrat PNPP (paranitroph^ny [phosphate vendu par 
SIGMA sous la reference N 2765) pr^parS comme suit : une pastille de 20 mg de substrat est reprise par 10 ml de 
IS tampon diethanolamine 1M, 0,5 mM MgCI2, pH 9,8- Apr^s 20 mn de ruction, I'activitd enzymatique est bloqude par 

100 ^1 de NaOH IN. 

[0087] La lecture de la density optique est effectud k une longueur d'onde de 402 nm sur un lecteur de plaque AXIA 
MICROREADER BIOMERIEUX. 

[0088] Les rdsultats obtenus sont r^sumds dans le tableau 8 cl-dessous. 

20 

TABLEAU 8 



2S 



Dilution PGR 


1B44 


Bipolymere-1844CJOG 


0 


35 


70 


1/100.000 


55 


280 


1/10.000 


70 


490 


1/1.000 


120 


864 


1/100 


335 


1750 


1/10 


1200 


2255 



[0089] Les valeurs obtenues correspondent aux unites de densite optique mesuree sur un appareil AXIA MICRO- 
READER (AXIA marque d6pos6e-BIOMERIEUX). 
35 [0090] II y a bien gain en sensibilite pour detecter un fragment PCR en utilisant comme sonde de capture un conjugue 
oligonucl^tlde-bipolym^re par rapport k un oiigonucl6otide.Ce gain en sensibility ne se fait pas au detriment de la 
specificite puisque le signal obtenu pour la dilution de PCR 0, qui correspond k I'absence de cible k ddtecter, donne 
un signal plus faible que la dilution la plus basse de 1/100.000. 

40 EXEMPLE 6 ; Utilisation d'un conjugue oliQonucleotide de capture-bipolymere dans les immunoessais : 

[0091] Detection d'alphafoeto proteine (AFP) par protocole sandwich. Comparaison avec la methode sandwich clas< 
sique ou I'antlcorps de capture est adsorbe directement sur le support solide et la methode utilisant un conjugud 
bipolym6re-oligonucl6otide adsorb^ sur la phase solide, ledit oligonucleotide 6tant compl6mentaire d'un deuxi6me 

45 oligonucleotide couple de maniere covalente a I'anticorps de capture. 

[0092] Dans une plaque de microtitration en polystyrene NUNC reference 439454 est deposee 1 00 \i\ d'une solution 
de I'anticorps anti(a-foeto prot6ine) (reference P7H10B7, BIOMERIEUX) dilu§ k la concentration de 10 jig/ml en tam- 
pon carbonate de sodium (Na2C03 PROLABO rdfdrence 27771 290-NaHCO3 PROLABO rdfdrence 27778293) 50mM. 
pH 9,6. L'incubation s'effectue durant deux heures k la temperature de 37**C. 

so [0093] En paralldle sur une autre plaque sont ddposes 100 ^1 de conjugue(CJOB, tableau 4) entre roligonucieotide 
pBP5 (SEQ ID N® 3) couple k un bipolymfere dans du tampon PBS3X. L'incubation s'effectue durant deux heures k la 
temperature de 37''C. Apres 3 lavages par 300 ^1 de tampon PBS-tween. 1 00 ^il d'oligonucleotide CpBP5 (SEQ ID N"* 
1 3) couple k I'anticorps anti-AFP (reference P7H10B7 BIOMERIEUX) dilue en tampon PBS-saumon sont ajoutes dans 
les puits de la plaque de microtitration. 

^ [0094] Le couplage entre I'anticorps et Toligonucieotlde CpBP5 est effectue selon la mdme methode que decrlte 
pour le couplage oligonucleotide peroxydase dans le brevet WO 91/19812. 
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SEQEDN* B: 

TACCGTTCTC ATATAGCTCA TC. 



22 



10 



IS 



20 



25 



30 



SS 



40 



[0095] La plaque est jncub§e une heure k 37'C puis Iav6e par 3 x 300 ^t! de PBS-Tween. 
[0096] Dans chaque puits des deux plaques sont ensuite ajout^s 50 ^1 d'antig^ne alphafoeto prot^ine (AFP) (com- 
merclails^ par BEHRING sous la r^f^rence OTOD 02/03) 6\\u6 en tampon PBS Tween contenant 10 % de s^rum de 
cheval. Pour estimer la sensibility, les concentrations d'AFP varient de 0 d 100 ^g/nnl. Sont ensuite additionnds 50 ^1 
d'anticorps anti-AFP (r6f6rence P3F11G9, BIOMERIEUX) coupl6 k la peroxydase selon les m^thodes classiques, k 
la concentration de 0,3 mg/ml en tampon PBS Tween contenant 10% de sdrum de cheval. La plaque est incubde une 
heure k 37°C puis Iav6e par 3 fols 300 ^1 de PBS-Tween. 

[0097] Dans chaque puits de la plaque sont ajoutes 100 \l\ de substrat OPD (ortho phenyl^ne diamine vendu par 
SIGMA sous la r6f6rence P7288) et pr6par6 comme suit : une pastille de 20 mg de substrat est reprise par 1 0 ml de 
tampon citrate pH 4,93(0.055 M acide citrique, 0,1M Na2 HPO4 ). Aprds 30 min de reaction h 37*^0, 1'activitd enzyma- 
tique est bloqu^e par 100 \l\ d'H2 SO4 1 N. 

[0098] La lecture de la densite optique est effectud a une longueur d'onde de 492 nm sur un lecteur de plaque AXIA 
MICROREADER. 

[0099] Les r^sultats obtenus sont rdsumds dans le tableau 9. 

TABLEAU 9 



Concentration d'AFP en ng/ml 


Anticorps adsorbd directement 


Anticorps fix6 par le bipolymdre/ 
oligonucleotide 


0 


120 


230 


1 


125 


280 


2,5 


150 


430 


5 


150 


515 


10 


150 


905 


50 


150 


2500 


100 


190 


2500 



[0100] Les valeurs obtenues correspondent aux unites de density optique mesur^e sur TAXXIA MICROREADER. 
[0101] Les resultats obtenus montrent une augmentation trds forte de la sensibility du test avec Temploi du bipoly- 
m6re-ollgonucl6otlde pour fixer I'antlcorps de capture. Une detection de 2,5 ^ig/ml d'alphafoeto prot6ine est possible 
avec le systeme d'amplification utilisant le bipolymere-oligonucleotide. Le facteur d'augmentation du signal obtenu est 
sup^rieur^ 10. 
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LISTE DES SEQUENCES 
[0102] 
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SEQIDNM: 

TCATCCACCT GGCATTGGAC TGCCATAACC ATCAGTG 

Longueur : 37 
Type : acide nucl6lque 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lin^aire 
Source : synthase chimique 

Caractyristique additionnelle : bras aikylamine k Textrdmitd 5' 
Nomd'usage : 1844. 
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SEQn)N*2: 

TCTA ATCCTG TTTGCTCCCC 

Longueur : 20 
Type : acide nucl^ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthese chimique 

Caractdristique additionnelle : bras alkylamine k Textremit^ 5' 
Norn d'usage : E220. 

SEQIDN'3: 

GATGAGCTAT ATGAGAACGG TA 

Longueur : 22 
Type : acide nucleique 
Nombre de brIns : simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthase chimique 

Caract^ristique additionnelle : bras alkylamine k I'extrdmitd 5' 
Nom d'usage : pBP5. 

SEQDONM: 

TTA ACITTAC TCCCTTCCTC CCCGCTG 

Longueur : 27 
Type : acide nucl6ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthase chimique 

Caract^ristique additionnelle : bras alkylamine k I'extrdmltd 5' 
Nom d'usage : G3. 

SEQ ID N- 5 : 
TCAATGAGCA AAGGTA 

Longueur: 16 
Type : acide nucleique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : llndaire 
Source : synthese chimique 

Caract^ristique additionnelle : bras alkylamine k I'extrdmitd 5' 
Nomd'usage:G1. 

SEQIDN*6: 

GGTCCTATCC GGTATTAGAC CCAGTITCC 

Longueur: 29 
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Type : acide nucleique 
Nombre de br ins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthase chimique 

Caractdristique additionnelle : bras alkylamine k I'extrdmitd 5' 
Norn d'usage : DT61 . 

SEQIDN'7: 

TTTCAGCGGG GAGGAAGGGA GTAA AGTTAA TACXmTGCT CATTGACGTT 
ACCCXjCAGAAG 

Longueur ; 61 
Type : acide nucl6lque 
Nombre de brins : simple 
Configuration : iin^aire 
Source : synthase chimique 
Norn d'usage: CI. 

SEQIDN*8: 

ACCACAAGAC ATGCATCCCG TG 

Longueur: 22 
Type : acide nucl§ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lindaire 
Source : synthase chimique 

Caract^ristique additionnelle : bras alkylamine k I'extremite 5' 
Nom d'usage : bovisSIO. 

SEQIDN*9: 

ACCACAAGAC ATGCATCCCG 

Longueur: 20 
Type : acide nucl6ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthese chimique 

Caracteristlque additionnelle : bras alkylamine k Textrdmite 5' 
Nom d'usage : bovis308. 

SEQ ID N" 10 : 
CCCCGAAGCG TTTTC 

Longueur: 15 
Type : acide nucleique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthase chimique 
Nom d'usage : TEM1. 
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SEQIDNMI: 
CGGTATGGTT TGCTGCT 

Longueur: 17 
Type : acide nucl6ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthese chimique 
Norn d'usage : TEM2. 

SEQIDN* 12: 

CGCrmTTG CACAACATGG GGGATCATG 

Longueur : 29 
Type : acide nuclSique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthese chimique 

Caract^ristique additionnelle : bras aikylamlne ^ Textr^mit^ 5' 
Nom d'usage: D1. 

SEQIDN'13: 

TACXXJTTCTC ATATAGCTCA TC 

Longueur : 22 
Type : acide nucleique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthase chimique 

Caracteristique additionnelle : bras alkylamine a I'extremtte 5' 
Nom d'usage : GpBPS. 



Revendications 

1. Dispositif de capture d'une molecule cible, dans le but de la detecter et/ou de la doser, par mise en contact dudit 
dispositif avec un vehlcule iiquide contenant ladite molecule cible en solution, ledit dispositif comprenant un support 
solide sur lequel est immobilise un ligand capable de former un complexe de type ligand/anti-ligand, ledit ligand 
etant present sous la forme d'un conjugue resultant du couplage covalent d'un polymere avec une plurallte de 
molecules dudit ligand, caracterise par le fait que ledit polymere est un copolymere de N -vinyl pyrrolidone et que 
ledit conjugud, qui est soluble dans ledit vdhicule Iiquide, est immobilisd sur le support solide par adsorption. 

2. Dispositif salon la revendicatlon 1 , caractdrisd par le fait que le copolymere provient de la copolymdrlsatlon d'un 
monomdre de N -vinyl pyrrolidone et d'un deuxidme nrK>nomdre permettant I'^tablissement d'un couplage covalent 
entre le ligand et le copolymere. 

3. Dispositif selon la revendication 2, caract6ris6 par le fait que le deuxi^me monom6re porte une fonction reactive 
ou une fonction activable permettant la formation d'une liaison covalente entre le copolymdre et le ligand, ladite 
fonction reactive dtant choisie parmi les fonctions aldehyde, dpoxy, halog^noalkyle, amine primaire, thiol, maldi- 
mide ou ester, en particulier ester de N-hydroxysucclnimide, et ladite fonction activable 6tant choisie parmi les 
fonctions carboxyle et hydroxyle. 



17 



EP 0 632 269 B1 

4. Dispositif selon la revendication 2 ou 3, caract^risd par le fait que le second monomdre est le N-acryioxysuccini- 

mide. 

5. Dispositif sebn I'une quelconque des revendicatlons prScddentes, caractdrisd par le fait que (edit copolym^re 
s contlent de 25 k 70 %, en motifs, de motifs de N^inyl pyrrolidone. 

6. Dispositif selon I'une quelconque des revendicatlons pr^c^dentes, caract^risS par le fait que ledit anti-ligand cons- 
titue la moldcule cible. 

10 7. Dispositif selon la revendication 6, caracterlse par le fait que ledit complexe est choisi parmi les complexes anti- 
gen e/anticorps, anticorps/haptdne, hormone/r^cepteur, ch^latant/molecule chelatee, les hybrides polynucleotide/ 
polynucleotide, polynucldotide/acide nucldique. 

8. Dispositif selon I'une quelconque des revendications pr^cedentes, caracterlse par le fait qu'il comprend en outre 
IS un r6actif bifonctionnel comprenant un groupement anti-ligand, permettant la formation d'un complexe avec le 

iigand, ledit groupement anti-ligand etant lie avec un groupement partenaire de la cible, capable de former un 
complexe partenaire/cible. 

9. Dispositif selon la revendication 8, caract^rtse par le fait que le groupement anti-ligand est capable de former avec 
20 le Iigand un complexe, ledit complexe etant choisi parmi les complexes antigene/antlcorps, anticorps/haptene, 

hormone/r^cepteur, hybride polynucl6otide/polynucl6otide, hybride polynucl6otide/acide nucl6ique, ch6latant/mo- 
Idcule cheiatee, biotine/streptadivine et lectine/sucre. 

10. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, caractdrisd par le fait que ledit Iigand est un polynu- 
25 cieotide contenant de 5 d 100 nucleotides. 

11. Procede de capture de molecules cibles, dans lequel on met en contact une solution de la molecule cible avec un 
dispositif comprenant un support sollde sur lequel est immobilise un Iigand, dans des conditions permettant la 
formation d'un complexe de type ligand/antl-ligand, caracterlse par le fait que ledit dispositif est tel que defini dans 

30 I'une quelconque des revendications precedentes. 



Patentanspruche 

35 1 . Vorrlchtung zum Fangen eines Zielmolekuls zum Zweck des Nachwelses und/oder der Mengenbestimmung durch 
Inkontaktbringen der Vorrlchtung mit einem flQssigen Trager, der das Zlelmolekul In Losung enthalt, wobei die 
Vorrlchtung einen festen Trager umfaSt, auf dem ein Ligand immobillsiert ist, der einen Komplex vom Typ Ligand/ 
Anti-Ligand bilden kann, wobei der Ligand in Form eines aus der kovalenten Kupplung eines Polymeren mit einer 
Vielzahl von Molekulen des LIganden resultierenden Konjugats vorhanden ist, dadurch gekennzeichnet, daO das 

40 Polymer ein N-Vinylpyrrolidoncopolymer ist und das Konjugat, das in dem flQssigen Trager loslich ist, auf dem 
festen Trager Clber Adsorption immobilisiert ist. 

2. Vorrlchtung gemafJ Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB das Copolymer aus der Copolymerisation eines N- 
Vinylpyrrolidonmonomeren mit einem zweiten Monomeren hervorgeht, welches die Ausbildung einer kovalenten 

45 Kupplung zwischen dem LIganden und dem Copolymer gestattet. 

3. Vorrlchtung gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da3 das zweite Monomer eine reaktive Funktion Oder 
eine aktivlerbare Funktion tragi, die die Bildung einer kovalenten Bindung zwischen dem Copolymeren und dem 
Ligand gestattet, wobei die reaktive Funktion unter Aldehyd-, Epoxy-, Halogenalkyl-, primaren Amino-, Thiol-, 

50 Maleimid- Oder Esterfunktionen, insbesondere dem N-Hydroxysuccinlmidester ausgewahit ist und die aktivlerbare 
Funktion unter Carboxyl- und Hydroxylfunktionen ausgewahit ist. 

4. Vorrlchtung gemaB Anspruch 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Monomer N*Acryloxysuccinlmid 
ist. 

55 

5. Vorrlchtung gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Copolymer 25 bis 70 
%, bezogen auf Einheiten, N-Vinylpyrrolidon-Einheiten enthalt. 
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6. Vorrichtung gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnel, daB der Anli-Llgand das Ziel- 
molekul darstellt. 

7. Vorrichtung gemaQ Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, daS der Komplex ausgewahit ist unter den Komplexen 
5 von Antigen/Antikorper, Antikorper/Hapten, Hormon/Rezeplor, Chelatbildner/chelatiertes Molekul, Polynukleotid/ 

Polynukleotid-Hybriden, Polynukleotid/Nukleinsaure-Hybriden. 

8. Vorrichtung gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnel, daB sie zusatzlich ein bifunk- 
tionelles Reagenz enthalt, welche eine Anti-Liganden-Gruppe autweist, die die Bildung eines Komplexes mit dem 

10 Liganden gestattet, wobei die Anti-Llganden-Gruppe sich an eine Partnergruppe des Ziels binden kann, befahigt 
zur Bildung eines Partner/Ziel-Komplexes. 

9. Vorrichtung gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnel, daB die Anti-Liganden-Gruppe mit dem Ligand einen 
Komplex bilden kann, wobei der Komplex ausgewahit ist unter den Komplexen von Antigen/Antikorper, Antikorper/ 

IS Hapten, Hormon/Rezeptor. Polynukleotid/Polynukleotid-Hybrid. Polynukleotld/Nukleinsaure-Hybrid, Chelatbild- 
ner/chelatiertes Molekul, Biolin/Streptadivin und Lectin/Zukker. 

10. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnel, daB der Ligand ein Polynukleotid, 
enthallend 5 bis 100 Nukleotlde, darstellt. 

20 

11. Verfahren zum Eintangen eines Zielmolekuls bei dem man eine Losung des Zielmolekuls unter Bedingungen, 
welche die Bildung eines Komplexes vom Typ Ligand/Anti -Ligand gestatten, mit einer Vorrichtung in Kontakt bringt, 
umfassend einen feslen Trager, auf dem ein Ligand immobilisiert ist, dadurch gekennzeichnel, daB die Vorrichtung 
gemaB einem der vorstehenden Anspruche definierl ist. 

25 

Claimo 

1 . Device for capturing a target molecule for the purpose of detecting it and/or assaying it, by bringing the said device 
30 into contact with a liquid vehicle containing the said target molecule in solution, the said devbe comprising a solid 

support on which is immobilized a ligand capable of forming a complex of llgand/antiligand type, the said ligand 
being present in the form of a conjugate resulting from the covalent coupling of a polymer with a plurality of mol- 
ecules of the said ligand. characterized by the fact that the said polymer is an N-vinylpyrrolidone copolymer, and 
that the said conjugate, which is soluble in the said liquid vehicle, is immobilized on the solid support by adsorption. 

35 

2. Device according to Claim 1 , characterized by the fact that the copolymer results from the copolymerizalion of an 
N-vinylpyrrolidone monomer and a second monomer permitting the establishment of a covalent coupling between 
the ligand and the copolymer. 

^0 3. Device according to Claim 2. characterized by the fact that the second monomer carries a reactive functional group 
or an activable functional group permitting the formation of a covalent bond between the copolymer and the ligand, 
the said reactive functional group being chosen from aldehyde, epoxy, haloaikyi, primary amine, thiol, maleimide 
and ester functional groups, In particular N-hydroxysuccinlmlde ester, and the said activable functional group being 
chosen from carboxyl and hydroxyl functional groups. 

45 

4. Device according to Claim 2 or 3, characterized by the fact that the second monomer is N-acryloxysuccinimide. 

5. Device according to any one of the preceding claims, characterized by the fact that the said copolymer contains 
from 25 to 70 %, in units, of N-vinylpyrrolidone units. 

so 

6. Device according to any one of the preceding claims, characterized by the fact that the said anti-ligand constitutes 
the target molecule. 

7. Device according to Claim 6, characterized by the fact that the said complex is chosen from the antigeni^ntibody, 
ss antibody/hapten, hormone/receptor or chelator/chelated molecule complexes and the polynucleotide/polynucle- 
otide or polynucleotide/nucleic acid hybrids. 

8. Device according to any one of the preceding claims, characterized by the fact that it comprises, in additbn, a 
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bifunctlonal reagent comprising an anti-ligand group, permitting the formation of a complex witli the iigand, the 
said anti-iigand group being bonded with a partner group for the target, capable of forming a partner/target complex. 

9. Device according to Claim 8, characterized by the fact that the anti-ligand group is capable of forming, with the 
s Iigand, a complex, the said complex being chosen from the antigen/antibody, antibody/hapten. hormone/ receptor, 

polynucleotide/polynucleotide hybrid, polynucleotide/nucleic acid hybrid, chelator/chelated molecule, blotin/ 

streptadivin and lect in/sugar complexes. 

10. Device according to any one of Claims 1 to 9, characterized by the fact that the said Iigand is a polynucleotide 
10 containing 5 to 100 nucleotides. 

11. Process for capturing target molecules, in which a solution of the target molecule is brought into contact with a 
device comprising a solid support on which Is Immobilized a Iigand, under conditions permitting the formation of 
a ligand/anti-ligand type complex, characterized by the fact that the said device is as defined In any one of the 

IS preceding claims. 
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